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Badania przebiegu hydrolizy dekstranu w obecności kationitu 
wodorowego 


HccieqOBAHHA Hag XOROM TMAPOJIM3A AeKcTpaHa B NHPpHCYTCTBHU 
H — kaTrnuoHnra 


Investigations on the Hydrolysis of Dextran in the Presence 
of Hydrogen Cationite 


Hydroliza dekstranu surowego jest reakcją, od której zależy zarówno jakość, 
jak i wydajność preparatu klinicznego. Dekstran surowy otrzymywany najczęściej 
sposobem fermentacji podpowierzchniowej z sacharozy lub innych węglowodanów 
posiada bardzo duży ciężar drobinowy, rzędu kilkunastu milionów (7), i z tej przy- 
czyny nie nadaje się do stosowania dożylnego. Długie łańcuchy tego polimeru po- 
wodują bowiem zlepianie się krwinek oraz niebezpieczne zatory naczyniowe w na- 
rządach miąższowych (9). Dekstran stosowany do celów leczniczych, jako objęto- 
ściowy Środek, zastępujący osocze krwi, winien składać się z drobin o ściśle okre- 
ślonej długości. 

Wielkości cząsteczek, a stąd średnie ciężary cząsteczkowe dekstranu klinicz- 
nego różnią się dla różnych preparatów, zaznacza się jednak wyraźny podział na 
dwie grupy. Preparaty wytwarzane w USA, krajach skandynawskich i Danii mają 
średni ciężar cząsteczkowy ok. 75000, utrzymują się w krążeniu 3—4 dni i zawie- 
rają cząsteczki o rozgałęzionej budowie, natomiast preparaty angielskie mają 
wyższy ciężar cząsteczkowy ok. 175000, utrzymują się w krążeniu dłużej i mają 
budowę prawie wyłącznie liniową (5). Preparat polski „Poliglukan” jest zbliżony 
do pierwszej grupy, posiada średni ciężar cząsteczkowy ok. 60000, niską lepkość 
wewnętrzną i składa się głównie z jednej frakcji (6). 

Częściową depolimeryzację surowego dekstranu przeprowadza się przez hy- 
drolizę kwasami lub alkaliami, na drodze enzymatycznej (14), za pomocą ultra- 
dźwięków (4), lub też przez degradację pod wpływem wysokiej temperatury (16). 
Została również przebadana możliwość bezpośredniej syntezy średniocząsteczko- 
wego dekstranu. Stosowano przy tym jako akceptory glikozy niektóre cukry (np. 
maltozę, a-metyloglikozyd i in. (3), lub też małe cząsteczki dekstranu, np. o cię- 
żarze cząsteczkowym rzędu 5—20 tys. (2, 10). Dekstran otrzymany przy pomocy 
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akceptorów ma ciężar cząsteczkowy rzędu kilkudziesięciu tysięcy (7) i po oczysz- 
czeniu może być stosowany do celów leczniczych. Próbowano również produkować 
dekstran w drodze czystej syntezy chemicznej przez polimeryzację glikozy (8). 

W badaniach naszych postanowiliśmy przekonać się, czy do częścio- 
wej depolimeryzacji dekstranu surowego można zastosować wymienniki 
jonowe w postaci kwaśnej. Wymienniki te znalazły już zastosowanie 
w hydrolizie wielocukrów (12) i białek (11) z dobrym skutkiem. 


CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 
a. Surowiec 


Użyty do badań dekstran surowy otrzymano z Instytutu Farma- 
ceutycznego w Warszawie. Dekstran ten pochodził z fermentacji pół- 
technicznej, prowadzonej metodą głębinową przy użyciu bakterii 
Leuconostoc mesenteroides szczep L. i sacharozy, jako podstawowego 
surowca. 

W celu oczyszczenia dekstranu surowego uwolniono go od alkoholu 
metylowego przez ogrzewanie w suszarce próżniowej (24, 1 Tor, 50°C). 
5 g suchego dekstranu rozpuszczono następnie w wodzie, uzyskując 
500 g 1%/o roztworu. Aby badany dekstran uwolnić od śladów glikozy 
i frakcji niskocząsteczkowych wytrącono go z roztworu przez powolne 
dodawanie metanolu. W tym celu do 500 g 1% silnie mieszanego roz- 
tworu dekstranu wkroplono bardzo powoli (1 ml/min.) z biurety 260 ml 
alkoholu metylowego (temp. 21°C). Wytrącony dekstran odsączono na 
lejku Schotta G 4 i wysuszono w suszarce próżniowej. Z tak oczyszczo- 
nego surowca przygotowano 1°/o roztwór do badań. 


b. Kationit wodorowy 


Jako katalizatora hydrolizy użyto Wofatytu KPS-200 o budowie 
polistyrenowej z grupami czynnymi —SO3H. Kationit przygotowano 
w następujący sposób: zwilżoną żywicę wytrząsano z roztworem wodo- 
rotlenku sodowego (5%), następnie wymyto ją wodą destylowaną 
i przeprowadzono w postać kwaśną przez wytrząsanie z nadmiarem 
4,4 n kwasu solnego. W końcu przemyto żywicę wodą destylowaną do 
usunięcia jonów Cl’ i wysuszono na powietrzu. 


c. Hydroliza i oznaczanie ciężaru cząsteczkowego 


Celem śledzenia postępu hydrolizy dekstranu w zależności od czasu, 
przeprowadzono reakcję w zatopionych ampułkach, które ogrzewano 
w specjalnym aparacie. Aparat ten składał się z ogrzewanego naczynia 
szklanego, zaopatrzonego w chłodnicę zwrotną i metalową wkładkę, 
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w którą wstawiano zatopione ampułki. Woda znajdująca się na dnie na- 
czynia utrzymywana była w ciągłym łagodnym wrzeniu przez elektryczny 
grzejnik. Wnętrze naczynia wypełniała nasycona para wodna, która 
zapewniała stałą temperaturę przez czas trwania hydrolizy. 

Zatopione ampułki, zawierające roztwór surowego dekstranu i kwaśną 
żywicę jonowymienną ogrzewane były w temperaturze 100°C. W okre- 
ślonych odstępach czasu wyjmowano z aparatu jedną ampułkę i ozna- 
czano ciężar cząsteczkowy zawartego w niej dekstranu przy zastosowa- 
niu metody pomiaru stężenia grup końcowych (13). Metoda ta polega 
na utlenianiu końcowych wolnych grup aldehydowych dekstranu żela- 
zicjankiem; powstały w wyniku reakcji żelazocjanek przeprowadzono 
w błękit pruski, którego stężenie określano kolorymetrycznie. 


d. Odczynniki stosowane przy oznaczaniu ciężaru 
cząsteczkowego dekstranu 


Roztwór A: 0,80 roztwór żelazicjanku potasu. 

Roztwór B: 8 g bezwodnego węglanu sodowego rozpuszcza się w 100 ml 
wody, dodaje 15 ml świeżo sporządzonego 19/6 roztworu NaCN i całość rozcieńcza 
wodą do 500 ml. 

Roztwór C: 3,5 g ałunu żelazowo-amonowego (12 HzO) rozpuszcza się 
w 100 ml wody, dodaje 37 ml kwasu fosforowego (85%) i dopełnia wodą do 500 ml. 
Roztwór wzorcowy: 1% wodny roztwór dekstranu o znanym ciężarze czą- 
steczkowym. 


Do 15 ampułek jenajskich pojemności 10 ml wlano biuretą po 6 ml 
1°/o wyjściowego roztworu dekstranu surowego i dodano po 3 g kationitu. 
Po zatopieniu ampułek, ogrzewano je w opisanym wyżej aparacie w tem- 
peraturze 100°C przez następujący okres czasu: 


Nr amp. č | Bel 21h dr. iw v VI | vi | vm 
Czas ogrzewania, (% | 100 | 200 | 230 | 245 | 300 | 315 | 3,30 
(godziny) , | ition ere | cies | | | eae aia 
p I i 
Nr amp. | qx x | xr | xn | XIII xiv | XV 
Czas ogrzewania | | i i 1 
(godziny) | 34% 4,00 j 4,30 | 5,00 | 6,00 8,00 0,00 


Po określonym czasie ogrzewania, wyjmowano pojedyncze ampułki 
z aparatu, szybko chłodzono, po czym oddzielono roztwór dekstranu od 
kationitu za pomocą pipety, na końcu której umocowano igłę iniekcyjną, 
zawierającą filtr z waty. Roztwory przesączone przez bibułę do probó- 
wek użyto do oznaczeń średniego ciężaru cząsteczkowego. 

Do trzech kolbek miarowych pojemności 50 ml odważono na wadze 
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analitycznej różne ilości badanego roztworu, a do czwartej kolbki wzor- 
cowy roztwór dekstranu. Do kolbek tych dodano następnie wody desty- 
lowanej, uzupełniając objętość do 10 ml. Do piątej kolbki wlano jedynie 
10 ml wody destylowanej, oznaczając ją jako ślepą próbę. Następnie do 
wszystkich kolbek odmierzono z biurety po 2,5 ml roztworu A i tyleż 
roztworu B. Z kolei kolbki umieszczone w statywie drucianym wsta- 
wiono do wrzącej wody dokładnie na 8 minut. Po szybkim ochłodzeniu 
kolbek w bieżącej wodzie dodano do każdej kolbki 25 ml roztworu C i po 
wymieszaniu odstawiono na 25 min. Po tym czasie kolbki dopełniono 
wodą destylowaną do kreski i po wymieszaniu oznaczono ekstynkcje 
w spektrofotokolorymetrze (Ba. L — Spectronic Colorimeter) przy dłu- 
gości fali światła 575 mu, ustawiając uprzednio zero skali na ślepą próbę. 

Numeryczne ciężary cząsteczkowe wyliczono opierając się na zasadzie, 
że ekstynkcje jednakowych stężeń roztworu badanego i wzorcowego są 
odwrotnie proporcjonalne do ciężarów cząsteczkowych dekstranu bada- 
nego i wzorca. 

Wartości ekstynkcji dla jednakowych stężeń frakcji badanej i wzorca 
wyznaczono z wykresów zależności E/C. 


Ep : Ey sj M, : My 


à Ew'M 
więc Ms =- 
Ev 
Ey —ekstynkcja roztworu wzorcowego, Eb — ekstynkcja roztworu badanego, 
My — ciężar cząsteczkowy wzorca, Mp — ciężar cząsteczkowy roztworu badanego, 


C — stężenie roztworu. 


Jako wzorca użyto frakcji dekstranu o ciężarze cząsteczkowym 
39200 oznaczonym osmometrycznie. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI 


W tab. I zebrano wyniki pomiarów ciężarów cząsteczkowych próbek 
dekstranu, poddanych hydrolizie przez różny przeciąg czasu. Z ozna- 
czonych ciężarów cząsteczkowych wyliczono wartości stopnia polimery- 
zacji (SP) poszczególnych próbek z wzoru: 


_ ciężar cząst. dekstranu 


SP = 
ciężar cząst. glikozy — H,O 


Stopień hydrolizy (SH) obliczono, przyjmując za 100°/o, rozerwanie 
wszystkich wiązań glikozydowych: 
100 


Po 
BH y= SP 
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Tabela 1 
Nr amp. koki Cięż. cząstk. SP | SH 
I 0,40 249 150 1538 0,065 
II 1,00 166 170 1026 0,0975 
HI 2,00 87 410 540 0,185 
IV 2,30 63 205 390 0,256 
v 2,45 70 080 433 0,231 
VI 3,00 66 352 410 0,244 
VII 3,15 48 275 208 0,336 
VIII 3,30 51 780 320 0.313 
IX 3,45 47 898 296 0,338 
x 4,00 39 413 243 0,411 
XI 4,30 30 182 186 0,537 
XII 5,00 = = = 
` XIII 6,00 25 118 155 0,645 
XIV 8,00 17 612 111 0,92 
XV 1000 | 15631 96 1,036 


Uzyskane wyniki badań wskazują na możliwość zastosowania tego 
sposobu hydrolizy do częściowej depolimeryzacji dekstranu surowego. 
Wykres zmian stopnia połimeryzacji (ryc. 1) pozwala na dość ścisłe 
określenie czasu potrzebnego na uzyskanie preparatu o żądanych wła- 
snościach. Stosowana obecnie w przemyśle metoda hydrolizy kwaso- 
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Ryc. 1. Zależność stopnia polimeryzacji od czasu trwania hydrolizy. 
Dependence of: the degree of polymerization on the duration of hydrolysis. 
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wej posługuje się najczęściej kwasem solnym lub siarkowym, co powo- 
duje konieczność stosowania drogiej aparatury, odpornej na działanie 
tych związków, a ponadto utrudnia przystosowanie tej metody do pracy 
ciągłej. Trudne jest również całkowite usunięcie dodanych jonów z pre- 
paratu hydrolizowanego. Wolff I. A. i współpracownicy (15) wyka- 
zali, ze dekstran depolimeryzowany przy uzyciu kwasu siarkowego, po 
wytrąceniu metanolem zawierał 2—4°/o Na;SO4, lub 0,5°/o NaCl po hy- 
drolizie kwasem solnym. 

Mechanizm przebiegu hydrolizy w obecności kontaktu jonitowego 
jest prawdopodobnie taki sam jak przy hydrolizie kwasami rozpuszczal- 
nymi; wskazuje na to prostoliniowy przebieg wykresu zależności log SH 
od czasu trwania hydrolizy (ryc. 2). Podobny przebieg tej funkcji, cha- 
rakterystyczny dla reakcji pierwszego stopnia, stwierdził, dla hydro» 
lizy dekstranu kwasami, Wolff (15). 
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Ryc. 2. Zależność logarytmu stopnia hydrolizy od czasu jej trwania. 
Dependence of the logarithm of the degree of hydrolysis on its duration. 


Hydroliza dekstranu wokec kontaktu jonitowego może być łatwo 
przystosowana do pracy ciągłej, polegającej na przesączaniu ogrzanego 
roztworu przez kolumny wypełnione katalizatorem. Znajomość funkcji 
szybkości reakcji oraz jej współczynników może pozwolić na daleko 
posunietą automatyzację tego procesu. 
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PE3I ME 


ABTopaMu MCCJIEĄOBAH xog Mpowecca TKAPOJRM3A cbiporo Ą4EKCTPAHA 


B IpUCyTCTBHM H — KaTMOHMTa B KAUECTBE KaATAJM3ATOpa. BeJIMUMHBI 
MOJIEKYJIAPHBIX BECOB TMAĄPOJIMBMPOBAHHBIX IIpo6, a paBHO paccMoTpeHne 
Xoga 3AaBMUCMMOCTM JIOTapHcpMa CTEMeHM TUNPOJNM3A OT BpeMEHM (pic. 2) 
YKA3BIBAFOT, YTO TUNPOJIM3 AekcTpaHa B upucyrcrBum H — KaTMOHNMTA 
ABJIAeTCA peakitnei IIepBOTO IIOpAĄNKA. 


Oómunji Xog TUAPOJIM3A B YCJIOBMAX OIbITA yKAJBIBAET HA BO3MOZKHOCTB 


MCIOJIb3OBAHUA 3TOTO METOĄA JIA NPOMBINIJIEHHOA RenommMepn3ayun 
cbiporo ĄEKCTPAHa, B OCOÓeHHOCTM, GecripeppIBHOM CHCTEMOAK. 


Pac. 1. ŻAaBHCHMOCTE CTENEHA NHOJHMEDK3ANHK OT HPONOMIKKTEJBHOCTH THADPOJK3A. 
Puc. 2. BaBHCHMOCTb JIorapibMa CTeNeHH THĄPOJK3A OT ero NpoĄOJKAUTENbHOCTH. 
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SUMMARY 


The authors studied the process of hydrolysis of native dextran in 
the presence of hydrogen cationite as catalyst. The results of the 
measurements of the molecular weight of hydrolyzed samples as well 
as the study of the dependence of the logarithm of the degree of hy- 
drolysis on the time of its duration (Fig. 2) prove that hydrolysis of 
dextran in the presence of cationite is a reaction of the first order. 

The general course of experimental hydrolysis points to a possibi- 
lity of using this method for industrial depolymerization of native 
dextran, especially by the continuous method. 


Papier druk-sat III kl 80 gr 70 x loo Druku 8 stron. 
Annales U.M.C.S. Lublin 1960. Lub. Druk. Pras.—Lublin Unicka 4. Zam. 549. 3.11.61 r. 
820 + 125 odbitek. W-3. Data otrzymania manuskryptu 3.11.61 r. Data ukończenia druku 15.IX.61 r. 


